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緒言
きょうかい酵母の普及による清酒の品質向上や,原料米の精自技術の発展による吟醸
酒,大吟醸酒の醸造と,清酒醸造はこれまでに数々の発展を遂げてきている。そして現
在も醸造方法の改良や優良な麹菌および酵母の育種などの研究が進められており,清酒
醸造技術はますます高まっていくものと考えられる。
しかしながら,今日では清酒消費量の大幅な低下が問題となっている。清酒の消費量
は昭和50年の約 167万kLをピークに減少を続けており,平成22年には約 59万kL
と,約100万kL以上もの落ち込みを見せている。こうした問題の背景には,消費者の
食生活の変化や嗜好の多様化により,清酒以外のアルコール飲料の需要の拡大が考えら
オLる。
したがって,清酒においても,このような多様化する嗜好に対応できる新たな商品の
開発が望まれる。
本研究では,アミノ酸と並ぶ清酒の呈味性要因の一つである酸味に着日し,酸生成の
原因となる影響因子について検討を行つた。酸は酒造りにおいて重要な要素であり,従
来より酢酸のような揮発性の酸は,明ら力ヽ こ香味に負の評価を与えてしまう。しかし,
酸によつては,たとえばさわやかな酸味を与えるリンゴ酸は,濃度次第では正の評価を
与えることができる。したがつて,清酒醸造過程における酸生成の要因を把握し,酸の
種類と生成量を制御可能にすることができれば,酒造りひいては清酒の酒質の多様化に
重要な意義をなすものと考える。
第1章では,たとえば洋食とフインの組み合わせに見られるように,多様化する食生
活に合わせて洒質も多様化させることを検討した。具体的には,有機酸組成を変化させ
ることで,新たなタイプの清酒を提供することを目的に,さわやかな酸味を有するリン
ゴ酸を多く生成する酵母を分離した。また, この分離株の発酵特性について検討した。
第2章では,小仕込み試験と実際の醸造試験との製成酒の成分含量,特に酸度 (有機
酸含量)が現実的には一致していない場合が多く見られることに着日し,小仕込み試験
と工業規模の清酒醸造における製成酒の成分の相違の原因について検討した。具体的に
は,小仕込み試験の結果と実際の醸造結果を相似させることを目的として,仕込み容器
の容量や形状, 同一容器を用いて仕込み総量を変化させた場合の製成酒の成分含量に
及ぼす影響について検討した。
第3章では,有機酸の生成は主として酵母の働きによるものであることから,リンゴ
酸高生成酵母を含む4種類の酵母を用いて,リンゴ酸生成機構を明らかにすることを目
的に,リンゴ酸生成に関連する酵素の活性に及ぼす培養法,特に酸素供給の異なる培養
方法の影響について検討した。
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第 1章酸味に特徴 を有する酵母の選抜 と試験饉造
11 緒言
近年,食の多様化や嗜好の変化に伴い,洋食に合うフインなどの消費が増加し,清
酒の売り上げが伸び悩んでいる。それゆえ,石川県内酒造企業からも清酒の多様化と需
要拡大を図るために,若年層や女性をターゲットとして,清酒の旨味を残しつつ洋風
料理とも相性の良いフインのような酸味を付与した清酒の開発が求められている。
清酒の酸味のもととなる有機酸は約40種類も含まれていると報告されている・2が,
乳酸, リンゴ酸, コハク酸の3種類で80%以上を占める〕。このうちリンゴ酸は「さわ
やかなJ味で官能的にも評価が高い。これまでにもリンゴ酸を多く生成する酵母が開発
され,生成機構等についての報告がなされている10。 しかし,多くは酵母の発酵力に
課題があり,甘日の清酒や低アルコール清酒となる傾向があった。
本研究では,アルコール発酵力の低下がなく, リンゴ酸生成能の高い酵母の取得を
目的に,変異処理を行わないできょうかい酵母のシクロヘキシミド耐性株や石川県下
の清酒もろみ,清酒酵母とワイン酵母との細胞融合株から選抜を行った。また,選抜し
た酵母を用いて清酒の試験醸造を行つた。
1-2. 実験方法
1-2-1 供試菌株及び使用培地
清酒用きょうかい酵母(7号泡あ り,泡な し(K7,K701),9号泡あ り,泡な し
(K9,K901),14号泡なし(K1401)及び 15号泡あり,泡なし(K15,K1501))は,(財)日
本醸造協会より入手した。酵母の培養及び分離・選抜にはYPD培地(1%酵母エキス,2%
ポリペプ トン,2%グルコース),VЧ培地(03%酵母エキス.03%麦芽エキス,05%
ポリペプ トン,1%グルコース),YM 10培地(YM培地のグルコース濃度を10%にしたも
の),メチルオレンジ(MO)培地(067%yeast nitrogen base w/o amino acids,1%グ
ルコース,1%MO(50mg/100ml)水溶液),シクロヘキシミド(CH)培地(067%yeast
nitrogen base w/o amino acids,1%グルコース, l mg/1 CH)を用いた。また,平板寒
天培地は各液体培地に寒天を2%加えて調製した。
12-2 多酸性酵母の予備選抜
選抜の対象とした酵母は以下のA.B,C群である。A群:清酒用きょうかい酵母を対
象 (K7,K701,K9,K901,K1401,K15,K1501)に吉田らいの方法に準じて lppm
のCH寒天培地上に自然誘発により生育した34株,3群:平成 12,16,17酒造年度に
石川県内の清酒製造企業から採取した清酒もろみ85種類 (泡あり,泡なしの各酵母を
含むいずれのもろみからも)を滅菌水により適宜希釈した後YMプレー トに塗布し,30℃,
3日間培養を行って得られた 1700株,C群:平成5年度に石川県工業試験場で行つた清
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酒用きょうかい9号酵母泡なし株(K901)とワイン酵母(∝2)との細胞融合 61株の保存
株37株を用いた。
A,B,C群の各酵母をMO培地に接種して30℃で1～2日間培養し,培地の色がK7,K9
に比較して赤もしくは赤橙色となつたものを予備選抜した。
1-″3 Ⅷ■0培地による1次還抜
A,B,C群から予備選抜した酵母をそれぞれ5mlのYM 10培地を加えたし宇管に接種
した。30℃で2日間前培養し,その 100μ lを3Clmlの同培地(100ml容三角フラスコ)に
接種して20℃,3日間静置培養した。遠心分離を行い,上清中の有機酸を分析し,対照
酵母(K7,K9)よリリンゴ酸量の多い株を選抜した。
1-24 麹エキス培地による2次選抜
1次選抜した酵母を5mlの麹エキス培地(ポー メ7,pH5 1)を加えたL字管で前培姜
した。この前培養液を用いて,ほぼ同じ菌数 1×106cells/mlとなるように3価1の同培
地(100ml容三角フラスコ)に接種して,15℃,14日間静置培養した。 1次選抜と同様に
リンゴ酸生成量が多く,香味が良好な株を2次選抜酵母とした。
1-2-5  /1・tL込試験 (総米 600g)
リンゴ酸生成量が多く,香味の調和のとれた選抜酵母を用いて,表11に示す仕込配
合により総米5∞gの小仕込試験を行つた。原料米として掛米は精米歩合70%の五百万
石(平成 17年度石川県産)を,麹米は乾燥麹(徳島製麹腑製160:精米歩合60%,米品
種ニシホマレ)を使用した。麹歩合を232%,汲水歩合を130%とし,3段の酵母仕込
(初添時点での酵母接種濃度 13×107cenS/g)で行つた。品温管理は初添,踊で 15℃,
仲添は8℃,留添は6℃で行つた。その後,もろみの品温を徐々に上げ最高温度を12℃
とし,その後徐々に温度を下げ, 日本酒度±0を目標として 圧搾法により上槽した。
1-2■.試験醸造(総米 3kgl
選抜酵母を用
いて総米3kgの
試験醸造を行っ
た。仕込配合は
表11の割合と
しスケールアッ
プしたが,汲水
歩合は一般的に
よく使用される
表11 清酒の仕込配合 総 米
初添  仲添 lrィ1不 ?―?〓?
総 米 (g)
米 (g)
米 (g)
水(ml)
酸(ml)
51Xl
384
‖6
650
04
89      143
①   ‖ 1
29      32
134     174
04    -
268
213
55
342
?
?
?
?
原料米:70%精米五百万石(2005)
麹 :乾燥麹160(徳島製麹腕)
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130%及びさらに汲水を少なくした 120%の2通りとした。これは本試験醸造に先だっ
て行つた汲水歩合 130%での試醸酒 (1回目,水麹時間 :3時間)の官能評価では,酸味
が強く感 じられ,味のパランスからもつと濃醇な味わいにすることが望ましいとの意見
が多かったためである。そこで,本試験醸造では汲水歩合130%(2回日,水麹時間 :
23時間)に加えて,味の濃醇なタイプを目指した汲水歩合 120%を追加した。
仕込操作は5008の場合に準じたが,初添時点での酵母接種濃度は26×106cells/8,
もろみの最高温度は 13℃程度とし,上槽は槽しばりで行つた。
1-2-7  分析方法
発酵液(YM 10培地,麹エキス培地)及び清酒の一般成分は国税庁所定分析法注解n
に基づき分析を行い,有機酸量は有機酸分析システムShOdex OA(昭和電工腑製)を用い
て,ポス トカラム誘導体化法により行つた。清酒の香気成分の測定は,ヘッドスペース
ガスクロマ トグラフシステムHSS 4A(∝17A)(腑島津製作所製)とカラムDB WAX(J&W
Scientific)0 25mI D X30mを用い,昇温プログラム(60℃,4分保持,昇温速度 10℃
/分,最高温度 :160℃)で測定した。
1-2-8 官能評価
総米3kgの試醸酒については13酒造企業 (石川県下)27名の製造担当者らの協力を
得て,味,香り及び総合評価を5段階(1:良,2:やや良,3:普通,4:やや悪,5:悪)で官
能評価した。
1-2つ ジメチルコハク酸感受性
15%のジメチルコハク酸(DMS)を添加したYPD寒天培地上に培養酵母を適宜塗布し,
30℃での生育の有無を検討した。
13 実験結果および考察
13-1 酵母の選抜
YM 10培地による1次選抜で18株, さらに麹エキス培地による2次選抜で6株を選
抜した。この6株は,K7及びK9とほぼ同等のアルコール発酵能を示したので,麹エ
キスの発酵液について酒造企業の製造担当者による官能評価を行い,香味が良好な3
株(以下A株(泡なし株),B株(泡あり株),C株(もろみ状貌から泡なし株と考えられ
る)を選抜した(図11)。 A株はK1401のCH耐性株である。CH耐性株は取得を試みた
各酵母から得られたが, 目的とするリンゴ酸高生産株を得ることができたのはK1401
株のみであつた。ただし,得られたK1401のCH耐性株すべてが目的株ではなく,その
中からさらにリンゴ酸高生産株を発酵試験で分離する必要があった。K1401のCH耐性
株の分離頻度は約84X107でぁり,そのうち目的株の分離頻度はさらに1/10程度の
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ク'ルー フC(37l' )t-1 9(1700
MO培地による予備選抜(30℃、1～2日間)1)
I' tt-1 A(20) クヾ ルーフ B(40
YM-10培地による1次選抜(20℃、3日間)η
ク・ルーフC(6クル｀ーフB(8
麹汁培地による2次選抜(15℃、14日間)〕
,' it-1 8(2)クルヾーフA(2)
官能評価
t' L-1' C(ltl' tu-'1 B(l,'r-7 A(l)
ク・ルーフ・
図1-1 リンゴ酸高生産酵母の選抜スキーム
1):発酵後、培地のオレンジ色を赤または橙赤色に変えた株を選抜
2)3):発酵後、K‐9以上に高いリンゴ酸濃度を示した株を選抜
():選抜株数
84×108程度であつた。B株はもろみに仕込んだ酵母がK7であったこと及びβアラニ
ン培地を用いて20℃で生育可能で,35℃で生育不可であつたことよりK7由来の変異
株と考えられた。また.C株はK901と∝ 2との細胞融合酵母である。
13-2 ジメチルコハク酸 OS)感受性
A,B,C株はいずれも15%DMS含有のYPD培地に生育し,DMSに非感受性であつた。
リンゴ酸高生産酵母に関する既報において,相川ら°はコハク酸デヒドログナーゼの
阻害剤であるllllSに感受性のある株より,吉田ら町まシクロヘキシミド耐性株より分離
しているが,両酵母ともDMSに感受性であることからトリカルボン酸(TCA)回路のコハ
ク酸デヒドロゲナーゼなどが変異していると報告している4い。 しかし,今回分離した
3株はIlllSに非感受性であることから, リンゴ酸の高生産に関してはコハク酸デヒドロ
ゲナーゼ以外の酵素が関与していることが示唆された。
清酒もろみのような嫌気的環境下では, リンゴ酸はTCA回路の還元的方向,すなわ
ちオキザロ酢酸よリリンゴ酸デヒドログナーゼにより生成されると言われている 8)。こ
のことから,選抜酵母A,B,C株のリンゴ酸高生産に関しては, ミトコンドリア内のリ
ンゴ酸デヒドログナーゼ活性が増強された可能性が考えられる。
また,近藤ら0によると,清酒もろみ中でコハク酸及びリンゴ酸はTCA回路のパイ
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パスであるグリオキシル酸回路からも生成されるとの報告がある。したがって, リンゴ
酸はグリオキンル酸回路からの生成も考えられる。詳細については今後さらに検討する
必要がある。
1-33 小仕込試験 (総米 5∞g)
A,B,Cの3株を用いて5008の小仕込試験を行い,試醸酒のリンゴ酸をはじめ有機
酸含有量を測定した結果 (表12),3株とも対照のK9と比較して試醸酒中のリンゴ
酸は15～2倍の高い値を示した。また,B株の乳酸,酢酸の値は,K9と比較して高い
値を示した。生成したアルコールはいずれも175%前後で,対照のK9とほぼ同等の
アルコール発酵能を,酸度はいずれもK9より高い値を,アミノ酸度はほぼ同等の値を
示した (表13)。
表卜2清酒中の有機酸濃度
クエン酸 ピルビン酸 リンゴ酸 コハク酸 乳酸  酢酸 ピロ/7レタミン酸
K‐9
A株
B株
c株
K‐9
A株
B株
C株
85        74       185
127       ND      423
98         108        416
106        85       348
612
668
545
529
22
4
25
13
738       233
838       271
016      500
710     285
A■         i
細砲融合体 ND,Nα Dd“d
アルコール (%) 日本酒度 酸度(mり アミノ酸度(mり
+25
Ю 9
175
177
173
173
25
31
35
34
22
21
22
21[a*: sooe, l* ,r7 E; +t:1ffi-i*-H :もろみから れた株、
酒酵母 (K‐901)とフイン酵母(oc_2)との細胞融合株、乳酸の各値は初添で加えた乳酸を
含む。
1-3-4 試験醸造(総米 3kg)
(1)発酵曲線
汲水歩合を130%及び120%として,A,B,C株及びK9株を用いた総米3kgの試験
醸造(8種類)の発酵曲線をそれぞれ図12.図13に示した。A株はいずれの汲水歩合
表1‐3清酒の一般成分
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?
?
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?
?
?
?
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?
‐?
‐?
‐?
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‐?
?
?
?
?
?
（?
）
?
?
?
ー
?
?
?
でもK9と同等もしくはそれ以上のアルコール生成能を示した。B株はいずれの汲水歩
合においても, もろみ発酵期間の前半ではK9よりも発酵力が旺盛であつたが,後半
では発酵速度が低下し,結果的にもろみ日数が長くなつた。また,C株は汲水歩合 130%
で,もろみの発酵期間全般においてK9より発酵速度が低く,汲水歩合 120%ではK9
と同様に汲水歩合 130%の場合より発酵速度が低下し, もろみ日数が長くなつた。A,B,
C株はもろみ日数に差はあつたが,いずれも18%程度の高いアルコール生成を示した。
(2)一般成分
試醸酒の一般成分の分析結果を表14に示した。
生成アルコール濃度は 17～19%で,選抜酵母のアルコール生成能は十分であつた。
また,A,B,C株の酸度はいずれの汲水歩合でもK9に比較して高い値を示した。アミ
酵母/汲水歩合 |1本酒,ι 酸度(m) ア ミノ酸度(mll
0    5    10   15   20   25   ,0   35
発饉時間 (日)
図12 A株 略  C株及びK9による
エタノール生成曲線 (扱水歩合1301/●)
アル コール(%)
0   ,   10   16   20   2,   30   35
発饉時間 (口)
図卜3 Att Btt C株及0くりによる
エタノール生成曲線 〈汲水歩合120・/●)
K‐9/130%
A株/130%
B株430%
C株/130%
K‐9120%
A株′120%
B株′1 %¨
C株/120%
172
167
190
191
186
186
188
180
+10
+23
‐35
‐06
‐30
+14
-99
-142
23
28
31
37
26
32
31
40
23
19
28
28
30
23
35
33
キ B株
一 嗽
―
 ― C株
表1‐4清酒の一般成分
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?
?
?
ー
?
?
+li J
ノ酸度はK9に比較してA株は低く,B,C株は高い値を示したが,いずれも汲水歩合
120%で130%の場合よりも高い値を示した。
日本酒度は,A株では汲水歩合に関係なくプラス(+23,+14)の値を示し,B株及びC
株では,汲水歩合 130%でそれぞれ 35, 06,120%でそれぞれ 99, 142といずれ
もマイナスを示した。
特に,汲水歩合 120%の場合, B,C株による試醸酒は, 日本酒度と酸度がそれぞれ
(99,31)及び (142,40)でK9の場合(30,26)に比較して酸度が高く,甘
味の残るタイプとなつた。このことから,A株とB,C株とは発酵経過及びその結果と
しての酒質が異なるものと考えられた。
(3)有機酸
8種類の試醸酒のリンゴ酸生成の経時変化をそれぞれ図14,図15に,上槽後の清
1200
lαЮ??
?
）
?
?
?
?
??????? ????
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
O    S    10   1`   21   25   30   35   41
■暉時間 (日 )
図1‐4 Att Btt C株及U峡,によるもろ
み中のリンゴ酸の消長 (汲水歩合i30●/ )
0  `  10   15   20   2,   30   ,5   0
発暉時同 (日)
図15 A株 蘇 、c株及U 9ヽによるもろ
み中のリンゴ酸の消長 (汲水歩合12●・/●)
酒の有機酸含量の結果を表15に示した。図14,図15の結果より,選抜酵母はもろ
各清酒のな機離組成
K‐ツ1〕%
A′13賜
B′13,ヽ
C′130%
K‐ツl“%
ハylコンる
B′120%
C′12W、
"   "   “
   562
78     128     534     516
88    ND    464    466
98       107       563       38,
91       ND      432       628
81   1∞   ω:   `9
97    ND    531    592
106   ●   %0   474
?
，
?
?
?‐
??
‐?
，
?
??
， ?
?
?
??
?
?‐
?
?
?
?
?
?
?，
?
?
?
?
?
?
?
?
?
N D Not Ⅸ iccted
値は23"間の水●期間後に生蔵した清酒中のはである.
上で示された渡水歩合Jレの清洒中のリンゴ酸濃度は 他の有機饉成分や番気成分におけるわす力■違い掛藍いては 3時間の
水趙期国後に
'ら
れた以前のものとほとんと同じ■を示しヽ
乳酸  酢酸  ヒ|ク
`バ
ン
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み発酵 5日日以降でK9と比ぺ, リンゴ酸生成量が多くなることが明らかとなつた。
また,表15より,得られた試醸酒のリンゴ酸量はA株を用いた場合, 汲水歩合
130%,120%でK9のそれぞれ約2倍,約14倍, B株を用いた場合,約17倍,約
12倍,またC株を用いた場合はいずれも約2倍の高い値を示し,いずれの試醸酒のリ
ンゴ酸量も総米500g仕込と同様, K9と比較して 15～2倍の高い値を示した。また,
汲水歩合 130%のA株,B株のリンゴ酸量は,それぞれ534ng/1,464mg/1,120%の場
合は601mg/1,531mg/1で,汲水歩合がリンゴ酸生成量に及ぼす影響はA株,B株では
認められなかつた(いずれも約11倍)。 しかし,汲水歩合120%のK9株及びC株のリ
ンゴ酸量はそれぞれ 432mg/1,95Cl■lg/1で,汲水歩合 130%の場合の269mg/1,563mg/1
のそれぞれ約 16倍,約17倍に増加し,K9株,C株では汲水歩合の影響が認められ
た。
乳酸量は,汲水歩合 130%の場合,A株,B株ではK9とほとんど同量(約■Ollmg/1)
であつたが,C株のみ 1431mg/1でK9の1025 mg/1の約14倍の高い値を示した。ま
た,汲水歩合 120%のB株,C株の乳酸量はそれぞれ 1588mg/1,1796ng/1で, K9の
■36mg/1に比較して約 15倍高い値を示した。
酢酸量は,汲水歩合 130%ではA,B,C株はK9のそれぞれ26倍,55倍,35倍
高い値を示した。また,汲水歩合 120%の場合,A,B,C株はK9のそれぞれ22倍,44
倍,13倍で,A,B株は,いずれの汲水歩合でも酢酸量が高い特徴を示した。
コハク酸量は,A,B株ではいずれの汲水歩合においてもK9と大きな差は見られなか
ったが,C株の場合のみ385ng/1,474mg/1とK9の562mg/1,628mg/1に比べてやや低
い値を示した。
総有機酸量は,汲水歩合 130%の場合,A,B,C株はK9のそれぞれ 12倍,13倍,
14倍を示し,120%の場合,A,B,C株はK9のそれぞれ10倍,13倍,15倍を示
し,いずれの汲水歩合でもC株の総有機酸量が高いことが明らかとなつた。
以上のことより,B株の乳酸や酢酸の生成が大きいこと,及びC株のリンゴ酸,乳酸
の生成量が大きいことは,解糖系で生成したピルビン酸からアセ トアルデヒドを経由
してエタノールヘ進む代謝の流れの一部が酢酸生成やTCA回路の方に進んだためと考
えられるЮm)。 また,C株ではК9と同様に汲水歩合 120%では130%の場合に比較し
てアルコール発酵速度が遅く,もろみ日数が長くなつた。これは,汲水歩合 120%にお
いて酵母細胞の周りの栄養成分(糖分やアミノ酸など)濃度が高いため,代謝産物であ
る有機酸等の生成濃度が高くなつたために, もろみ発酵後期でアルコール発酵が緩慢
となつたものと推察された Ю)。
(4)香気成分
香気成分の結果を表16に示す。A株,B株はK9とほぼ同等の香気成分を示した。
また,C株はK9に比較してnプロパノールやインプタノール,インアミルアルコール
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表卜6 清酒の香気成分 (m_g71)
酵母/汲水歩合 Ac()「t |BUOH AcOi-Am i-AmOH CaprOEt 計
K‐ツ130%
A株′130%
B株ハ30%
C株力30%
K‐ツ120%
A株′120%
B株ハ
"%C株4"%
“42
30
32
46
42
37
37
177
92
llXl
103
2
19
119
15
14
18
12
16
2″
199
231
331
249
233
224
318
95
158
127
197
147
187
129
307
K-9′130%
A′130%
B′13゛
=、
C′130%
K‐9′120・/.
A/129■、
B′120%
C′120●/
78        17 03     
“
1
02     494
03     499
02       739
02       535
03       563
04     494
02       887
m:酢政イソアミル
の高級アルコールの成分値が高く,官能的に他の清酒酵母とは異なり個性のある香気
を示した。また,総香気成分量は,汲水歩合 130%の場合,A,B,C株はK9のそれぞ
れ約11倍,11倍,17倍を示し,120%の場合,A,B,C株はK9のそれぞれ約11
倍,09倍.17倍を示した。したがって,いずれの汲水歩合でもC株の総香気成分量
が,総有機酸量と同様,高いことが明らかとなった。
これらのこととC株のアルコール発酵速度が遅く, もろみ日数が長くなつたことは,
先の有機酸の生成と同様に,代謝の流れが高級アルコールなどの香気成分生成回路ヘ
も進んだためと推察されたЮa。
(5)官鮨評価
8種類の試醸酒について官能評価を行つた結果,バラツキはあつたものの普通の評価
点30より評価が良か
つたものは,汲水歩合
130%ではA株,また汲
水歩合 120%ではB株,
C株であった。酸味と甘
味を併せ持った汲水歩
合 120%のB株,C株に
よる試醸酒に高い評価
点が見られた (図16)。
汲水歩合120%のB株
及びC株は日本酒度が
99,-142とマイナス
で,波水歩合130%の
場合よりも濃醇な味わ
5∞    4∞    31X1    2∞    l lXl
総合評価 (平均)
図1-6 清酒の官能評価
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卜AЮHiィンアミルアルコール C●α l:カプロン酸エチル
いであった。酸味の強さと甘味とのバランスが良好な評価につながつたものと考えられ
た。逆にA株は汲水歩合130%,120%でそれぞれ日本酒度は+23,+14といずれもプ
ラスで,汲水歩合120%では酸味がより強く感じられたため,味のパランス上,酸味の
やや穏やかな汲水歩合 130%が好まれたためではないかと考えられた。
1-3-5 清酒のタイプ分類
清酒は図17に示すように,酸度と日本酒度との組み合わせで淡麗辛口,淡麗甘口,
濃醇辛口,濃醇甘口の4つのタイプに分類できる。今回試験醸造した8種類は濃醇辛ロ
のタイプであつた。
20      10      0     -10     -20     ‐30
日本酒度
図17 清酒のタイプ
OK9,△A株,□B株,◇C株 (汲水歩合130%)
●K‐9,▲A株,■B株,◆C株 (汲水歩合120%)
石川県の市販酒は網掛けした部分で示されるように,酸度。日本酒度の狭い領域に限
られる傾向にある。また,ほとんどが原酒を加水したものであることから,今回試醸し
た清酒が原酒であることを考えると直接の比較はできないが,汲水歩合120%でB株,C
株を用いた場合,濃醇辛日の中でも濃醇甘口に近い味わいとなり,味の幅を広げるこ
濃醇辛口
◆
◇
淡麗辛 II
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酸 3
度
2
とができたと考えられる。
本研究では,アルコール発酵力を低下させずに,有機酸の中でもリンゴ酸含有量を
特異的に増大させる酵母を選抜することができた。これにより,従来の清酒がもつ旨味
に, リンゴ酸のもつ後味のすつきりとしたさわやかな酸味を付与することができた。ま
た,発酵経過の異なる3タイプの酵母を選抜したことでさらに清酒の多様化にも貢献
できるものと考えられる。
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要約
1 清酒の多様化を目的に,3株のリンゴ酸高生産酵母を選抜した。3株は,きょうか
い酵母 14号の泡なし(K1401)株の自然誘発によるシクロヘキシミド耐性株(A株),
石川県内の酒造企業の酒蔵から採取した清酒もろみ85種類(1700株)の中から選抜し
た株(B株), きょうかい酵母9号の泡なし(K901)株とワイン酵母(∝2)との細胞融
合株(C株)である。
2 選抜酵母3株を用いて総米500gの清酒の小仕込試験を行つた結果,いずれの酵母
も対照のK9と比較して, リンゴ酸を15～2倍多く生成した。
3 総米3kgの試験醸造を汲水歩合 130%と120%で行った結果,アルコール発酵能の
低下がなく, リンゴ酸高生産に関して500gと同様な傾向を示した。汲水歩合 120%
でB,C株を用いた場合,汲水歩合 130%の場合よりも味が濃醇で評価も比較的良好
であつた。
4 A株を用いた場合,清酒中のリンゴ酸量は汲水歩合130%,120%でK9のそれぞれ
約2倍,約14倍高い値を示した。A株の発酵力はいずれの汲水歩合でもK9と同等
以上で,同株で日本酒度プラスの清酒を製造することができた。
5 B株及びC株の発酵力は,K9に比較してもろみ発酵後期に弱く,もろみ日数が長
くなったが,最終的に約 18%のアルコールを生成した。汲水歩合 120%でB株,C株
を用いた試醸酒は, 日本酒度マイナスでK9に比較して酸度が高く濃醇な味わいと
なった。
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第2章 清酒のガ泄 込み試験における酒質,特に有機酸生成に及ぼす影響因子
21 緒言
近年,清酒の多様化と需要拡大を図るために,もろみや花,果実などから分離した香
味に特徴ある新規な酵母や地域の酒造好適米を用いて新しい清酒の開発が行われてい
る°"。 実用化には,工業的規模のタンクを用いた醸造試験の前に,たとえば総米 100g
～lkg程度の小仕込み試験や総米 30～60kg程度の中仕込み試験が行われている。 しか
し, これまでの小仕込み試験の結果では,工業的規模の醸造 。と比べて酒の成分含量,
特に酸度が高くなる傾向がありHn,リンゴ酸やコハク酸,乳酸など,清酒の味を決定
する有機酸の含量が異なることが多い。新規酵母や新規酒造好適米の試験を行 う際には,
小仕込み試験と実際の醸造試験との製成酒の成分含量が同等になることが望まれるが,
現実的には一致していない場合が多く見られる。
そこで本研究では,小仕込み試験と工業規模の清酒醸造における製成酒の成分の相違
の原因について検討し,小仕込み試験の結果と実際の醸造結果を相似させることを目的
として,仕込み容器の容量や形状,同一容器を用いて仕込み総量を変化させた場合の製
成酒の成分含量に及ぼす影響を検討し,興味ある知見を得たので報告する。
22 実験方法
221 原材料
掛米は見かけの精米歩合70%に精米した五百万石,麹米は徳島製麹 (株)製の純米
酒用乾燥麹 160を使用した。酵母は麹汁培地 (ボー メ5)で培養したきょうかい酵母
701号を使用し,仕込水には01%乳酸水 (乳酸は和光薬品工業 (株)製の食品添加物
用)を使用した。
22-2 仕込み方法
仕込方法は山田らn,有手らDの方法に準じた。仕込配合を表21に示す。水麹の
調製は,仕込み容器に麹米,仕込み水, 01%乳酸水, 培養酵母 (最終濃度 1×105
cells/g)を入れて混合し, 1日間 15℃で保持した。
掛米80gを1時間浸潰後水切りし,1時間蒸きょうし,30分間放冷した後,水麹に加
えてもろみとした。温度を 15℃一定に保ち,約20日間発酵させた(総米 100g仕込み)。
本条件下で,積算炭酸ガス発生量が335g以上,または 1日あたりの炭酸ガス発生量が
05g未満に達した時点を上槽の目安とした。上槽は遠心分離 (高速冷却遠心機 (日立
工機 (株)製CR21G Ⅱ,5℃,3000g X 15分)により行い,仕込みは同一条件のものを3
系列で行つた。
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表21 総米 1008での仕込配合
水 麹 初添
蒸米(g)
乾燥麹(gl
汲水(o
01%手し酸水(m
800
172■
334Ⅲ■
100。●
原料米 :精米歩合7∝の五百万石(2010),
拿麹 :1728の乾燥麹160(徳島製麹鞠製)は20gの麹の8“に
相当する。操作マニュアルに従つて1728の乾燥麹の2"重量
の3 44mlの水を加えることで麹20gに相当する。
替汲水歩合 :13喘
223 仕込み容器及び条件
仕込み容器の大きさ及び形状の違いによる製成酒の成分含量への影響を検討する目的
で,小仕込み試験 1では様々な形状の4種類の容器,10011mL大びん (A)(アズワン (株)
製アイボ トルφ100m×245m),50011L太びん (B)(アズワン (株)製アイボ トルφ102¨
X157m),500祀細びん (C)(アズワン (株)製アイボ トル●86mm×195m), 500証R
びん (D)(清酒用リターナブルびん5011ml:中央会500)を用いて小仕込み試験を行つ
た (図21)。小仕込み試験2では2000mL,1000mL,500mL,250mLのポリプロピレン製
図2‐1 種々の形状容器での小仕込み試験
a)1●XlmL,b"mmL(,102mm),cttmmЦ,86血Ill、d" L(清酒 用 Rびん )
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|
J
図2‐2 種々の形状容器での小仕込み試験
a12●HlttL,b)10∞mL,c)夕mmLd)2mmL(プラスチック製シリンダー)
シリンダー (アズワン (株)製)を使用した (図22)。小仕込み試験3では, 容器の
空間体積を段階的に変化させる目的で,2000■lL容保存密閉びん (アズワン (株)製)
を用いて総米 100g,200g,300g,400gの各小仕込み試験を行った (図23)。なお,仕
図2‐3 種々の形状容器での小仕込み試験
同一容器内で異なる総米量1008～400gを用いたもろみ
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込み配合量は総米 100gをもとにスケールアップした。小仕込み試験4では 2001111L,
1000mL,50011Lの各ポリシリンダーをカットして高さを調節した容器を使用した (図
24)。いずれの場合も容器は密閉せず,専用のキャップで緩やかに閉めるかまたはアル
ミホイルで軽く覆 う程度とした。
高さをカットして変えたプラス
チック製シリンダー (A～1)
a)21XXlmし,b)llXXlmL,c)5∞
図24 種々の形状容器での小仕込み試験
224 分析方法
製成酒の一般成分は,アルコールについては簡易アルコール分析器アルコメイ ト(理
研計器 (株)製AL 2),日本酒度は密度比重計 (京都電子工業 (株)製DA 500),酸度 ,
アミノ酸度は国税庁所定分析法注解 0に基づき分析を行つた。有機酸量は,フィルター
ユニット(日本ミリポア (株)製Millex0 45μm)でろ過した試料を有機酸分析計 ((日
本ダイオネクス (株)製ICS 1500,カラム :IOnPac ICE AS6(日本ダイオネクス (株)
製),移動相 :04●l101/Lヘプタフルオロ酪酸,流速 :1 0mL/min,カラム温度 :19℃,
検出器 :電気伝導度)により分析した。また,総米 100gと400gのもろみ中の溶存酸素
を測定した。測定は仕込み3日日と21日目の遠心分離 (1080gX 10分)による上清を,
25℃(飽和溶存酸素8 1lmg/L)に設定したジャーファーメンター (エイブル (株)製
BMS 03PI(lXlセンサ付属))を用いてすみやかに行った。
23 結果および考察
231 小仕込試験1:容器形状の影響
1000mL大びん (A),500mL太びん (3).500mL細びん (C),500mLRびん (D)を仕込
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み容器として用いて,総米 100gの小仕込みを行った。この結果,発酵期間中の炭酸ガ
ス減量曲線から仕込み容器の違いによる.発酵力,発酵経過に違いは見られなかつた(デ
ータ省略)。 また,製成酒の一般成分の分析結果を表22に示す。容器AからDにおい
て,アルコール度数, 酸度,アミノ酸度には仕込み容器による違いは見られなかった。
ただし, Bの日本酒度は+174で他の容器に比べてやや高くなつた。有機酸の分析結果
を表23に示す。
容器C,DはA,Bに比べてリンゴ酸,乳酸の値が高くなった。容器Dのコハク酸は
74 8mg/100m Lで,他の容器の値よりも低くなった。
製成酒における成分含量の差異の要因として,容器の空間体積,もろみ表面積,空間
高さ,もろみ高さなどが考えられた。それらの要因と有機酸量との関係を図25(a～
d)に示した。容器の空間体積,もろみ表面積は同じ傾向を示しており,それらの値が大
きくなるほどリンゴ酸,乳酸が減少し,コハク酸,酢酸が増加した。また,空間高さは
相関係数が低いものの,同様の傾向であつた。これに対して,もろみ高さはこれらと逆
の傾向を示した。なかでも,もろみ表面積と有機酸量の相関係数はリンゴ酸,コハク酸 ,
乳酸に対して,それぞれ063, 086, 061と他の関連に比べ高い値を示した。
' '' 
,7r"; '" u +tu,E
?
? ア ミノ酸度
(mL)
A
B
C
D
197■05
204■02
203■02
201H13
159X16
174114
164g15
171■09
2 4Xll
23却1
24■01
23■t12
2¨1
2 4gll
22■00
22■02
A
B
C
D
A:1000mL. B:500m1(a
ヒリレヒ.ン酸 クエン酸 リンゴ酸 乳酸  コハク酸  酢酸
119■06   427■33   882■34   889■50   151■3
116■02   41 3■24   872■1 7   869■10   122■15
119■06   475■19  1047■28  845■79   89■38
11 5■04   456■5    984■57   7481L18   100■08
I I 02mrn), C:500mU986mrn), D:iFi6fi R0(r(ca-5l0mL)
01■02
0∝00
0∝00
08t07
表22清酒の一般成分
Do青酒 用Rびん(Ca 53姉L)
表23清酒中の有機酸濃度 (mg′llXhllLl
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図2,a 空同体薇が清洒中の有機餃■に
及ぼす効果
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232 小仕込試験2:もろみ表面積の影響
小仕込み試験 1の結果から,有機酸量の差異はもろみ表面積に関係しているものと考
えられた。そこで,もろみの表面積を段階的に変えられるように,2000mL,1000mL,500mL,
250mLのシリンダーを用いて総米 100gの小仕込みを行った (図22)。
炭酸ガス減量曲線では,2511mL容器の1日当たりの炭酸ガス発生量は他の容器の場合
よりも高くなつたが,他はほぼ同程度であった (デー タ省略)。
一般成分の分析結果を表24に示す。2000mL,1000mL,500mL容器ではアルコール度
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表24清酒の 般成分
シリンダーの容積
(もろみの表面積)
2000ΠIズ63 6cnf)
l llt10■Ц38 5cr)
500「■ズ23フcm)
アルコール
(%)
酸度 アミノ酸度
(mL) (両= 
■
01■03
0,Ю3
116±19
70■35
195±03
200■03
198±03
200■01
123J)3
124414
13 1■04
128t03
144■02
147■05
129■18
42■22
424■1 0
519■05
874■24
フ97■96
90“11
945■35
1098t22
lZ 5■202
995■17
901■19
809■19
841■28
14 2¨
71Ю3
108t56
62■13
27■03  24■0!
25■00  22■01
25■00  22■01
31■01   22■00
数,酸度,アミノ酸度に大差は見られなかった。250mしの日本酒度は+42で他の容器よ
りもやや低い値となつた。
有機酸の分析結果を表25に示す。容器容量すなわちもろみ表面積が大きくなるほど,
表2‐5'青酒中の有機酸濃度  (mgnmmL)
シリンダーの容積
(もろみの表面積)
2000mt163.6cnf )
I o00mt{3 8.5crf )
5 00ml-(2 3.7cm- )
12 6cln
ビルビン酸 クエン酸 リンゴ酸 乳酸 3 /\r&E 百乍西1
寧L酸及びリンゴ酸が少なく,コハク酸が多くなる傾向が見られた。リンゴ酸は容器の連
いによる影響が大きく,500mL容器では200ClmL容器の場合の2倍以上の生成 (87 4mg
/100mL)が見られた。また,500mL容器では, ピルビン酸が 11 6 mg/100mLで他の容器
より多く含まれていた。
仕込み容器の空間体積,もろみ表面積,空間高さ,もろみ高さの4つの要因と有機酸
量との関係を図26(a～d)に示す。
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小仕込み試験 1の結果と同様に,もろみ表面積,空間体積,空間高さと有機酸量の関
係は同じ傾向を示しており,値が大きくなるほどリンゴ酸,乳酸が減少し,コハク酸が
増加した。もろみ高さはそれらと逆の傾向を示した。
なかでも,もろみ表面積と有機酸量の相関係数はリンゴ酸,コハク酸,乳酸に対して,
それぞれ079,087,084と高い値であつた。もろみ表面積以外にも容器の空間体積
及び容器の空間高さも生成有機酸量との相関が成り立ち,リンゴ酸,コハク酸,乳酸に
対する相関係数は,それぞれ082,091,080,及び 74 067,099と高い値を示
した。有機酸量の差異はもろみ表面積のは力ヽ こ容器の空間体積にも深く関係 しているこ
とが示唆された。
歩33 4ヽ仕込試験3:容器空間の違い
小仕込み試験 1,2の結果から,製成酒の有機酸成分含量の差異はもろみ表面積のほ
か,容器空間にも関係していると考えられた。そこでもろみ表面積を一定にし,容器の
空間体積を段階的に変化させられるように,2000証容密閉びんを用いて,総米 100g,
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200g,300g,400gの小仕込みを行つた (図23)。その結果 ,
ガス発生量の最大値は300gまではほぼ比例して増加したが,
程度の値であつた (デー タ省略)。
―般成分の分析結果を表26に示す。
各仕込み量における炭酸
400gでは300gとはぼ同
アミノ酸度
(mL)
ア ル コ ー ル
(°/o)
酸度
(mL)
総米量が多くなるほど日本酒度が高く,酸度,アミノ酸度が低くなる傾向を示し,淡
麗幸口の酒質になる傾向が見られた。製成酒のアルコール度数は総米量による大差は見
られなかつた。
有機酸の分析結果を表27に示す。
26■01
19■01
1 9■03
1 &02
コハク酸 酢酸   計総米
(空間体積)
100g(1895mL)
2∞g(1615mL)
300g(1335mL)
400g(10551nL)
100g
200g
300g
400g
186と14
193■K14
194■11
185■12
145■23
178■14
177■28
196と06
31 鉾25
429■30
497■26
498462
28■02
25■01
25■01
25■01
ピ宅がン クェン酸 リンゴ酸 乳酸
00±00
01■02
1 7■25
3“2
11 lJЭ6
106■07
107■03
109111
835■66
1の1■57
1156生1 4
1161■59
1∞7■35
87晰4
777■50
753■33
427■75   2789
161■29   2587
9∝1 3    2645
109■26   2666
リンゴ酸は,総米400gで498田g/100mL含まれており,総米 100gの31 8mg/100mLよ
り15倍以上多かつた。同様に,総米400gでは乳酸が 116 1mg/100mL含まれており,
総米 100g(83 5mg/100mL)の約 4倍多く含まれていた。それとは反対に,コハク酸
は総米400gでは75 3mg/100mLで,総米 100g(109 7mg/100mL)の約07倍と少なくな
つた。
しかし,400g仕込みの総有機酸量は300g仕込みとほぼ同量であつた。
容器の空間体積,もろみ体積,空間高さ,もろみ高さの4つの要因と有機酸量との関
係を図27(a～d)|こ示した。
表26'青酒の一般成分
表27清酒中の有機酸濃度 ∈υllxhL)
-24-
??
??
?
?
）?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
。
?
?
?
?、
?
?
?
?
?
?
140
120
1∞
80
“40
20
0
140
120
1∞
80
ω
40
20
0
0      600     [GXl     1600    20●
空同体■ (mι)
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図2‐7c 空間高さが清酒中の有機酸量に
及ぼす効果
●リン●re▲'′、ク崚口乳崚◆II晨
容器の空間体積,空間高さと有機酸量の関係は同じ傾向を示しており,値が大きくな
るほどリンゴ酸,乳酸が減少,コハク酸.酢酸が増加した。もろみ体積及びもろみ高さ
はそれらと逆の傾向を示した。空間体積,空間高さ,もろみ体積,もろみ高さの4つの
要因と有機酸量の相関係数はリンゴ酸,コハク酸,乳酸に対して,それぞれ086,086,
088と高い値を示した。
2-34  小仕込試験4:もろみ表面積及びもろみ高さの影響
小仕込み試験 1～3から,製成酒の有機酸含量の差異は仕込み容器の形状や容量に影
響されることが分かつた。そこで次に,小仕込み試験4では,製成酒の有機酸量は,容
器の空間体積・空間高さもしくはもろみ表面積・もろみ高さのどちらに強く影響される
かを検討することを目的とした。2000mL,1000mL,500mLシリンダーの高さを調節し,
総米 100gの小仕込み試験を行つた(図24)。シリンダーの高さ及び容器空間の体積 ,
空間高さ及び一般成分を表28に示す。
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表28容器形状が清酒の一般成分に及ぼす影響
2000mし
21XKlmL
21XXlmL
1000mL
ilXXhL
1 01111mL
500mL
SIXlmL
500mL
もろみ
表面積
(Cm2)
636
636
636
385
385
385
237
237
237
容器の
空間高さ
(cm)
256
191
96
227
167
107
182
127
87
7tv
\%)
もろみ  容器の
高さ  空間体積
(Cm)   (ml)
44     16 7
44      12142
44      6102
73      8740
73     6432
73      4 24
11 8     4324
11 8     301 8
118     2068
需驚
A
B
C
D
E
F
G
H
i
190
186
186
193
192
193
193
196
193
159
158
159
165
169
160
171
150
165
2,       26
27    25
27     25
27       25
27    24
27    24
27    23
27     23
27    23
発酵期間中の積算炭酸ガス発生量では,もろみ表面積が大きくなるほど1日あたりの
炭酸ガス発生量のピークが大きくなり,最大値A(495g)と最小値H(3628)との差
は約 138であつた。一方,容器空間の高さは発酵経過に影響しなかつた(デー タ省略)。
製成酒の一般成分を分析した結果,容器の容量.高さの違いによる一般成分値に大差
は見られなかつた (表28)。
有機酸の分析結果を表29に示す。容器の空間体積が最も小さい容器 Iのリンゴ酸量
表29清酒中の有機酸濃度 (mgl00mL)
ビルビン酸 クエン酸  リンゴ酸 酢醸
A
B
C
D
E
F
G
H
i
00
00
00
00
00
00
00
00
05
93
90
95
87
89
89
89
90
92
373
376
382
417
41 1
408
″ 3
456
436
03
817
816
867
86 1
85'
∞ 6
%8
902
783
79 1
755
674
64つ
655
579
ω 6
06
87
149
88
5'
52
41
40
40
58
は,空間体積の最も大きい容器Aと比ぺ6 3mg/100mL多くなつた。また,容器 Iは容器
Aと比べて乳酸が7 9mg/100mL多くなり,コハク酸は 15 7mg/100mL少なくなつた。
仕込み容器の空間体積,空間高さ,もろみ表面積,もろみ高さの4つの要因と有機酸
量との関係を図28(a～d)に示す。
シリンダー容積
(空間体積)
20∞mЦ1627 6mし)
20∝いL11214 2mL)
2∝nttЦ610 2用し)
llXXhЦ8・4姉L)
llXXhnL1643 2mL)
1000「dズ412 4mL)
獅 mЦ432 4mL)
鰤 Ц301 81nL)
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及ぼす効果
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空間体積,空間高さ,もろみ表面積と有機酸量の関係は同じ傾向を示しており,これ
らの値が大きくなるほどリンゴ酸,乳酸が減少,コハク酸が増加した。もろみ高さはそ
れらと逆の傾向を示した。もろみ表面積と有機酸量の相関係数はリンゴ酸, コハク酸,
乳酸に対して,089,095,084と高い値を示した。また, もろみ高さとリンゴ酸,
コハク酸,乳酸との相関係数もそれぞれ086,086,089と高い値であつた。それ
とは反対に,空間体積,空間高さと有機酸量との相関係数はいずれも低くなつたため,
有機酸量の差異は容器の空間体積・空間高さより,もろみ表面積・ もろみ高さにより強
く影響されることが示唆された。
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月29 TCA回路
清酒中の有機酸は主に清酒酵母の有するミトコンドリア中のTCA回路 (図29)を経
ることによつて生成される。発酵中のもろみは発生する炭酸ガスにより嫌気的環境に置
かれている。この場合TCA回路は還元的方向に進み,ピルビン酸からオキザロ酢酸を経
て, リンゴ酸が生成し,このリンゴ酸がフマル酸を経てコハク酸に変換される。一方,
酸素がある場合,TCA回路は酸化的方向に進み,クエン酸がイソクエン酸に変換され ,
このインクエン酸から2-オキソグルタール酸を経てコハク酸及びリンゴ酸が生成する
場合と,グリオキシル酸回路を経て,リンゴ酸とコハク酸が生成する場合がある。本実
験において,もろみの表面積及びもろみ高さがもろみ中のリンゴ酸及びコハク酸の含量
に影響を及ぼしていることを明らかにした。すなわち,もろみの表面積が増大するとリ
ンゴ酸含量が減少しコハク酸含量が増カロするが,もろみ高さが高くなると逆にリンゴ酸
含量が増大しコハク酸が減少する。Nakayamら2のは,s“
“
ガsルθが微好気的条件下
においても,TCA回路が酸化的方向に進行することを示している。小仕込み試験3にお
いて溶存酸素を測定した結果,もろみは全くの嫌気的状態ではなく,非常に低濃度であ
L‐リンフ/
フマル西羹
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るが溶存酸素が存在 していることが明らかとなった。すなわち,密封容器を用いて,総
米 100g及び400gの小仕込みの清酒もろみ中の溶存酸素を測定した結果,3日日では平
均 095血g/L及び0 70mg/Lで,21日では0 85mg/L,0 73mg/しであつた。一般的に,
液体の表面積が増大または溶液の高さ (深さ)が減少すると空気 (酸素)がその溶液に
溶けやすくなることから,おそらく,もろみにおいても同様な現象が起こつているもの
と推察できる。もろみの溶存酸素濃度が有機酸生成量に関与しており,通気により溶存
酸素濃度 (lXl)が高くなると酸度は高くなり, リンゴ酸と乳酸が減少し,コハク酸,酢
酸が増加することが報告されている劉η°。また,工業的規模で造られているもろみ表面
近傍の炭酸ガス濃度は開放系であるにも関わらずほぼ90%以上あるのに対して,総米
3kg程度の小仕込みにおけるもろみ表面近傍の炭酸ガス濃度は3喘程度で,酸素も1銚
程度含まれている (デー タ未発表)。
これらのことから考えると,酵素化学的なデータは必要であるが,もろみ表面積の減
少に比例して,また,もろみ高さの増加に比例して, リンゴ酸の生成量が増加し,コハ
ク酸の生成量が減少する理由として,コハク酸脱水素酵素及びフマラーゼ活性が,もろ
み中にわず力|こ含まれる酸素により増大したためと推察している。
したがって,小仕込み試験の結果を実用規模での清酒製造に近づけるためには,以下
のことが考えられる。小仕込み試験で使用する容器は,もろみ表面近傍を炭酸ガスで満
たせるような形状が望ましいと考えられる。すなわち,もろみ表面近傍の嫌気的条件を
高めること,言い換えれば,いかに酸素を除去するか,酸素濃度をゼロに近づけるかが
重要と考えている。具体的には,もろみ表面の気相を炭酸ガスや窒素ガスで通気,置換
する小仕込み試験が考えられる。これらの実験については現在行つているところであり,
今後,デー タがまとまれば報告を行いたい。
また,最近TCA回路すなわちリンゴ酸などの生成関連酵素群が存在するミトコンドリ
アの清酒醸造における役割が解析され 2",リンゴ酸やコハク酸の生成に及ぼすミトコン
ドリア活性についての報告 2つがなされた。今後,清酒もろみ等の酵母環境が酵母の酸生
成に及ぼす影響を検討する上で参考としたい。
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要約
清酒醸造では小仕込みと実際の醸造において製成酒の成分含量,特に有機酸含量が変
化することが多い。小仕込みの結果と実際の醸造の結果を相似させることを目的として,
小仕込みにおける仕込み容器の容量や形状,仕込み総量を変えることによる製成酒の成
分含量の変化について検討した。得られた結果は以下のとおり。
1 さまざまな形状の容器4種類を用いて総米 100gの小仕込み試験を行つた結果,容
器の空間高さ・体積,もろみ表面積は値が大きくなるほどリンゴ酸,手し酸が減少,コ
ハク酸が増加 した。もろみ高さはそれらと逆の傾向を示した。なかでも,もろみ表面
積は強い影響を与えた。
2 2000mし,1000mL,500mし250mLのシリンダーを用いて,総米 100gの小仕込み試験
を行つた結果,容器の空間高さ,空間体積,もろみ表面積の値が大きくなるほどリン
ゴ酸,乳酸が減少し,コハク酸が増加した。もろみ高さはそれらと逆の傾向を示した。
3 密開ビンを用いて総米 100g,200g,300g,400gの小仕込み試験を行つた結果,空
間体積 。高さが大きくなるとリンゴ酸,乳酸が減少し,コハク酸が増加した。もろみ
高さ・体積はそれらと逆の傾向を示した。
4 2000mし,1000mL,500mLのシリンダーの高さを調節して総米 100gの小仕込み試験
を行つた結果,空間体積・高さ,もろみ表面積が大きくなるほどリンゴ酸,撃L酸が減
少,コハク酸が増加した。もろみ高さはそれらと逆の傾向を示した。その影響は空間
体積・高さに比べて, もろみ表面積・高さで顕著であった。
5 製成酒のリンゴ酸,コハク酸,乳酸の含量は仕込み容器.容器空間の違|■こ影響さ
れることが明ら力ヽ こなつた。有機酸含量の相違は,仕込み容器の違いで生じる嫌気的
環境の変化に関係しており,それがTCA回路及びグリオキシル酸回路における酵素の
働きに影響を与えるのではないかと推察している。
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第3章 醸造用酵母のリンゴ酸生成に関連する酵素に及lFt培養法の影響
31 緒言
清酒醸造において,きょうかい酵母の普及や原料米の精白技術の進歩は,酒質向上
に大きく貢献してきた。今後も,麹菌や酵母,乳酸菌などの優良な微生物の育種や特
性・発酵機構の解明等に関する研究が清酒醸造技術に大きく貢献するものと考えている。
しかしながら,清酒の消費量は大幅な低下が問題となっており,昭和50年の約 167万
kLをピークに減少を続け,平成22年には約 59万kLと,約llXl tt kLもの落ち込みが
見られる い。こうした問題の背景には,消費者の食生活の変化や嗜好の多様化により,
清酒以外のアルコール飲料が選ばれるようになったことがあげられる。その解決策の一
つとして,酒質の多様化を目的に,香味に特徴のある,たとえば有機酸組成の異なる
新しいタイプの清酒の開発・提供などがあげられる。これまでにも醸造法 2～0ゃ酵母 6
～創),麹菌 222)などで酸味に特徴を打ち出した清酒や低アルコール清酒などの開発が盛
んに進められてきた。
清酒中の呈味成分の ―つである酸味は有機酸から成り,清酒中には約 40種類もの有
機酸が含まれている 20。その中でも,コハク酸,乳酸, リンゴ酸は清酒中の主体をなす
酸で,約80%を占める 2い。清酒に含まれるこれらの有機酸の中でリンゴ酸は官能的な
評価が高く,清酒にさわやかな酸味を与えることが報告されている 2い。そのため清酒醸
造におけるリンゴ酸の存在が重要視され,有機酸生成能の変化した清酒酵母の育種や ,
リンゴ酸高生成酵母などの新しい清酒酵母の選抜が進んでいる9～・ ヽ
その一方で,小仕込みと実際の醸造では製成酒の成分含量,特に旨味を伴 う酸味の
コハク酸や穏やかな酸味を示す乳酸, さわやかな酸味を示す リンゴ酸など,清酒の味
を決定する有機酸の含量が変化することが知られている。その一因として,仕込み量や
容器の大きさ・形状の違いによる可能性が見出されたお)。 清酒醸造において,酵は酵母
のアルコール発酵により嫌気的状態にはぼ保たれていると考えられている。しかし,酵
母は振盪培養や静置培養のように,培養法の違いにより生成する有機酸量に違いが生
じるといつた結果が報告されている 242720ことから,清酒の醸造環境に関わる気相の
変化が,有機酸の生成に影響している可能性は十分に考えられる。
主として有機酸の生成は酵母の働きによるものであり,酵母ミトコンドリア内のTCA
回路での酸化的反応,逆の還元的反応,プリン合成系, さらにはグリオキンル酸回路
による生成等が提唱されている い29～・ 、 しかしその生成機構については,未だ不明な
点が多く, また,最近では酵母ミトコンドリアのTCA回路以外の系も提唱されつつあ
る323°。
そこで本研究では, リンゴ酸高生成酵母を含む 4種類の酵母を対象に, リンゴ酸生
成に関連する酵素活性に及ぼす培養法,特に酸素供給の異なる培養方法の影響につい
て検討し, リンゴ酸生成機構を明ら力,こすることを目的とした。
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3-2 実験方法
3-21供試薗株と使用培地
きょうかい酵母701号(K‐701)及びきょうかい酵母901号(K901)と,石川県工業
試験場で選抜された2株のリンゴ酸高生成酵母,MT K1401‐8(シクロヘキシミド耐性酵
母)及びFKVA245(細胞融合株 K901×OC‐2)の計4株を使用した。
3-2-2培菱方法
酵母は,5mLのYM 5培地(yeast extract 0 3%,malt cxtract 0 3%,polypcpton 0 5%,glucosc
5%)で1日間,前培養した後,表3‐1に示した条件で本培養を行つた。
図 3‐1 各培養条件による酵母培養液
表 3‐1 酵母の培養条件
培養の種類 培養培地
培地量
(mL)
菌接種
量 (μL)
培養温度
(℃)
振盪
(rpm)
培養時間
(hr)
1,I`| YM‐5 200 1000
30
約 24
静置 (軟寒天) YM-s+agar 0.15% 200 1000 約 24
|り,1■ YM5 200 100 120 約 16
振盪 (バッフル) VM 5 100 50 120 約 16
いずれも3KXlmL容三角フラスコを使用
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静置培養及び静置 (軟寒天)培養 (以後,軟寒天培養と称す)は,酵母の発酵に伴う
二酸化炭素の生成により培地中は嫌気的状態に保たれ,酵母は嫌気的環境で増殖する。
なかでも軟寒天培養は培地に寒天をカロえることで,嫌気的状態でありながら培地全体
で酵母が増殖する培養法であり,清酒醸造時の清酒酵と類似した環境,すなわち,清酒
膠では膠全体で酵母が増殖している環境,となるように設定してある (図3‐1)。
振盪培養及び振盪 (バッフル)培養 (以後,バッフル培養と称す)は培養条件とし
て振盪させることで,酸素が存在する好気的状態で酵母が増殖している。なお,バンフ
ル培養ではパッフル付フラスコを使用しているが,これは酵母への振盪による好気的
条件の影響をより高めるためである。
323 ミトコンドリア面分及び細胞質面分の日製
① ミトコンドリア画分の調製
表3‐1に示すように所定時間培養した培養液を遠心分離(2470g×5分間)して菌体を得た。
この菌体を生理食塩水で2回洗浄した (1470g×5mm)後,菌体に最終濃度がlMソルピトー
ル.5"M KPB(PH'5),2いM2ME(2‐mercaptOe6an01),6ui″祠 ZvmoしaSC‐20Tになるよう
に,水を加えて全量を10mlとした。その後.35℃で120分間ゆつくりと振盪させ,プロトプ
ラスト化を行つた。プロトプラスト化終了後,遠心集菌 (フ50g×5分:4℃)し,集菌した菌
体を lM SP BurcKlMソル ビ トール含有 卯mM KPIl(pH7 5))llymLで2回洗浄 した。 その後
SEB液(065Mソル ビ トー ル,01mM EIITA,005%牛血清アルプ ミン(BSA))10 mlに懸濁 し,
菌体液を50mlビーカーに移し,氷冷しながら2分間超音波処理(TAITEC U"rastlnt F rocesser
VP‐60,%Du,Cycle lo,いtput Contro1 1)を行つた。処理後の菌体液から遠心分離 (25∞g×10
分,4℃)にて細胞片等を除去し,上清を遠心分離 (270∞8×20分,4℃)した。この沈殿部分
にSEB液5mlを添カロして洗浄,再び27∞08×20分(4℃)で遠心した。さらにこの沈殿部分
にl M SP Burcrimlをカロえて溶解させ,遠心(1080g×5分,4℃)により不溶部分を除去し,得
られた上清をミトコンドリア画分 (粗酵素液)とした。
② 細胞質画分の調製
上記と同様に培養した酵母培養液20 mL(軟寒天培養は40 mL)を14708X3分の遠心によ
り集菌し,生理食塩水で2回洗浄後,lmLの2mM AEBSFを添加した卸hM KPB(pH7 0)で
懸濁した。 ビー ズ破砕機 μT‐01(タイテック線)を用いて 361Xl rpm×1分の破砕処理及び 2
分間の氷水冷却を繰り返し,計4分間の破砕処理を行つた。破砕処理後,遠心 (12∞OgX10
分)を行い,上清を細胞質画分 (粗酵素液)とした“
〕5ヽ
3‐24酵素活性測定
酵素活性測定対象は,ミトコンドリアの標識酵素であるチトクロー ムCオキシダーゼと,
有機酸生成に関与するTCA回路に存在する5種の酵素とした。
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なお,酵素活性 lunhは1分間あたり,それぞれの基質あるいは補酵素等の変化量 (ln n01)
とし,比活性はタンパク質lmgあたりとした。
① チトクロー ムcオキシダー ゼ (ccOx)活性
CCOx活性はDa"dらの方法3oに従い,1 01111mMリン酸パ ッファー(KPB)(pH7 0)1∞匹,1%
フェリチ トクロームc70",水810直,粗酵素液 20μLで全量 llXXlμとし,30℃,測定波長
55伽面 でのフェリチ トクローム cの酸化に伴 う吸光度の減少を測定し,初速度法により活
性を求めた。なお,フェリチ トクロームcのモル吸光係数は 218×104L/mol cmとした。
② リンゴ酸デヒドログナ ゼー (MDH)活性
MDll活性は 降り1らの方法 'つに従い,31XlmM KPIl(pH7 5)llXlμL,4mMオキザロ酢酸
lCKl匹,2mM NADH llXlμL,水650μL,粗酵素液 50,正で全量を 10∞嘔 とし,30℃,測定波長
341Mでの酸化反応に伴 う補酵素NADHの吸光度減少を測定 し,初速度法により活性を求
めた。なお,NADllのモル吸光係数は 622×10'Lrmokmとした。
③ イツクエン酸デヒドログナーゼ (ICDH)活性
ICDH活性は Ktlmbc鳴らの方法・81に従い,500mM KPB(pH7 0)67直,1011mM M8C1233匹,
25mM NADP,直,SmMインクエ ン酸 N、3311L,31XU KCN(pH7 0)33直,水727μ,粗酵
素液 llXlμLで全量 lm"Lとし,30℃,測定波長 34 1nlnで補酵素 NADIP)の還元に伴う
NADIP)H生成による吸光度増加を測定し,初速度法により活性を求めた。
④ ピルビン酸デヒドログナー ゼ (PDH)活性
PDH活性 は 綸
“
zeらの方法 3り に従い,(10∞mM Tns‐HCl‐Bl15嶽pH8 1)+lmM M∫12
+5mM CaCL)1∞ItL. 2mM TPP(Thialnin Diphosphate)100直,25mM NAD l∞μ.2輌
Lくystelne‐HCl llXlμL,41y Na pynlvate l∞μL,粗酵素液 llXl山,水380ェ,65mM CoASH
2帥Lで全量をllXXlμLとし,30℃,測定波長334nmで補酵素NADの還元に伴うNADH生成
による吸光度増加を測定し,初速度法により活性を求めた。
⑤ コハク酸デヒドログナーゼ (sDH)活性
SDH活性 はAd“‖らの方法 40、こ従い,(32mM Tns―HCI BurerlpH7 5)+166“M EDTA)
51XlμL,21XlmM Succinic Acid lpH7 0)1∞μL.:0祠Mヽ[FelCN16  10μし,水290μL,粗酵素
液 llXlμLで全量をllXXlルとし,30℃,測定波長4211‐で酵素反応に伴うフェリシアン化カ
リウムの色調変化を測定し,初速度法により活性を求めた。なお,フェリシアン化カリウム
のモル吸光係数は108×103Lmoνcmとした。
⑥ インクエン酸リアーゼ (lCL)活性
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ICL活性 は Mlcheletらの方法 期 こヽ従 い,(5CK―HEPES‐NaOHIPI17 2)+llXlmM MgCL)
llXlμL,21Xlldインクエ ン酸 200ぃし,水GXIⅢLに粗酵素液 ItXl山をカロえて全量を llXXl“Lと
して30℃で1,6,H分問反応させた。反応終了後直ちに3分間ボイルした後,氷冷した。そ
の後,1 21XlllgX 1 5分で遠心分離を行い,上清 5∞
“
Lに411mMフェニルヒドラジン llXlμL,水
41XlμLを加え,30℃で5分間反応させた後,波長324nmで酵素反応に伴うフェニルヒドラノ
ン生成に対する色調変化を測定 した。なお,フェニル ヒドラゾンのモル吸光係数は
170×104L mo1/cmとした。
3‐2‐5.タンパク質の定量
タンパク質の定量は,牛血清アルブミン (BSA)を標準物質として,Bradford法(Bio‐Rad,
Qutk能面プロテインアッセイ)により測定した。し
3‐26培養液の有機酸分析
本培養した酵母培養液を 1920gX5分(4℃)で遠心し,得られた上清を有機酸測定用の試
料とした。有機酸量は,試料をフィルターユニット(日本ミリポア(株)製m破ed ccllulose cster・
0 451tm)でろ過し,有機酸分析計 (日本ダイオネクス (株)製ICS‐15∞,カラム :10nPac
ICE‐AS6(日本ダイオネクス (株)製),移動相 :0 4mlnoνLヘプタフルオロ酪酸,流速 :
lmL/min,カラム温度 :19℃,検出器 :電気伝導度)により分析した。
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3‐3. 実験結果
3‐3-1 ミトコンドリア画分及び細胞質画分の酵素活性
清酒中の有機酸は酵母によつて生成され,主としてその合成系は酵母ミトコンドリ
アのTCA回路に由来すると言われている。すなわちTCA回路による酸化的反応,還元
的反応,プリン合成系,グリオキシル酸回路による生成などである皓29～・ 、 このことか
ら,ミトコンドリア画分の酵素活性に着日した。
一方,近年になつて,酵母細胞の細胞質内の酵素がリンゴ酸生成に大きく影響すると
いう報告 ''“い なされてきているので,細胞質画分についても同様に検討を行った。
4種の酵母のミトコンドリア画分及び細胞質画分の酵素活性を培養法と関連づけて比
較した結果を図 3‐2～図 3‐9に示す。
① CCOx活性
CCOx活性はすべての菌株及び培養法で検出された。このことによリミトコンドリア
画分が調製されていることを確認できた。一方,細胞質画分から存在しないCcOxの活
性値が検出され,細胞質画分調製時に,ミトコンドリアの一部が破壊され抽出されたこ
とがわかつた。ただし,その比活性が低いことからミトコンドリアの破壊は多くないも
のと推察した。
②K‐701の酵素活性
K‐701のミトコンドリア画分及び細胞質画分における酵素活性の結果をそれぞれ図
3‐2,図3‐3に示した。
MDH活性は,ミトコンドリア画分では静置培養,軟寒天培養 (嫌気的条件)での比活
性がそれぞれ 859 uni●mg,フ95 units/mgで,振盪培養,バッフル培養 (好気的条件)のそ
れぞれ 305 unis/m8,448 unis/m8よりも約2倍高くなった。また,細胞質画分でも,ミト
コン ドリア画分と同様に,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 986 units/m8,
921 un“価gで,振盪培養,パッフル培養でのそれぞれの比活性 516 un`価g・ 595
uni″mgよりも約2倍高かった。
SDH活性は,ミトコンドリア画分では振盪培養,バッフル培養での比活性がそれぞれ
180 unヽ柿g,147 uni″mgとなり,静置培養,軟寒天培養でのそれぞれの比活性 58
units/mg,53 unム価8の約3倍高い値を示した。また,細胞質画分では静置培養,軟寒天
培養での比活性がそれぞれ21 units7mg,36 unityn3振盪培養.バッフルIIg養ではそれぞ
れ 1l units/mg,9 unitsmgでミトコンドリア画分よりも低い値であつた。
PDH活性は,ミトコンドリア画分では振盪培養,バッフル培養での比活性が,それぞ
れ49 units/mg,90 units7mg,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 73 units/mg,23
un■ψ鴨 で,ばらつきはあるものの大きな差はなかつた。また,細胞質画分では静置培
養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ486 units/mg,342 units/m8となり,振盪培養,バッ
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フル培養のそれぞれの比活性 86 unitymg,77 uniも価gよりもそれぞれ約57倍,約44倍
局かった。
iCDH及び:CL活性は,培養法及び画分に関わらず著しく低い値であつた。
③K‐901の酵素活性
K‐90:のミトコンドリア画分及び細胞質画分における酵素活性の結果をそれぞれ図
34,図35に示した。本菌の酵素活性はK701と類似していることから,高い比活性を
示した酵素活性のみに言及する。
MDH活性は,ミトコンドリア画分では静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ
937 units/mg.893 unヽ価gで,振盪培養,バッフル培養でのそれぞれの比活性 482
uni″mg,540 unit37mgよりも1 ～19倍高かつた。また,細胞質画分でもミトコンドリ
ア画分と同様に,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 1013 units mg・1106
uni∪、 となり,振盪培養,バッフル培養のそれぞれの比活性 71l uni″g.560 units mg
よりも14～20倍高かつた。
SDH活性は,振盪培養及びパッフル培養のミトコンドリア画分のみで高く,その比活
性はそれぞれ 160 unitshg,108 uni″mgであつた。
PDH活性は,静置培養及び軟寒天培養の細胞質画分のみで高く,その比活性はそれぞ
れ423 unigmg,463 uni″mgであつた。
ICDH及びICL活性は,培養法及び画分に関わらず著しく低い値であつた。
④M■K1401‐8の酵素活性
M■K1401‐8のミトコンドリア画分及び細胞質画分における酵素活性の結果をそれぞ
れ図 3‐6,図3‐7に示した。
MDH活性は,ミトコンドリア画分では静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ
1611S unitymg,1375 units/mgとなり,振盪培養,バッフル培養でのそれぞれの比活性267
uni″mg,397 unlts/mgよりも35～60倍高くなつた。また,細胞質画分ではミトコンド
リア画分と同様に,静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ 1010 unlts/mg,H75
uni●7mgで,振盪培養,パッフル培養でのそれぞれの比活性 531 units m8,787 unlts7mgよ
りも 15～19倍高くなつた。K701と比べると,静置培養及び軟寒天培養のミトコンド
リア画分で約2倍の比活性が検出された以外は,大きな差はなかつた。
SDH活性は,振盪培養及びバンフル培養のミトコンドリア画分でのみ比較的高かつ
た (比活性はそれぞれ 199 uni″mg,81 unltym8)。また,PDH活性は,静置培養及び軟寒
天培養の細胞質画分でのみ比較的高かつた (比活性はそれぞれ 389 unltsmg,314
unlls/mg)。しかし,これらの活性はK701と同程度であった。その他の培養法及び画分
では低い活性であった。
ICDH及びlCL活性は,培養法及び画分に関わらず著しく低い値であつた。
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⑤FKVA245の酵素活性
FKW A245のミトコンドリア画分及び細胞質画分における酵素活性の結果をそれぞ
れ図 3‐8,図3‐9に示した。
MDH活性は,ミトコンドリア画分では静置培養,軟寒天培養での比活性がそれぞれ
609 unも価g,693 units/mgで,振盪培養,バッフル培養でのそれぞれの比活性 151
unlts/mg,184 units/m8よりも38～40倍高かった。また,細胞質画分では静置培養,軟寒
天培養での比活性がそれぞれ391 unl動鴨,373 unkymgで,振盪培養,パッフル培養で
のそれぞれの比活性 2:2 unふ価g,217 units/mgよりも17～18倍高かった。K701と比ベ
ると,静置培養及び軟寒天培養のミトコンドリア画分で若千低い比活性であったが,同
培養の細胞質画分では 1/2以下の比活性であった。
SDH活性は,振盪培養のミトコンドリア画分にのみ,2“un"s/mgの比活性が検出さ
れたが,K701の比活性と同程度であった。また,PDH活性は,静置培養及び軟寒天培養
の細胞質画分でのみ比較的高く,その比活性はそれぞれ 195 unl●mg,133 uni"7mgであ
り,Kフ01に比べると1/2程度であった。その他の培養法及び画分では低い活性であった。
lCDH及びICL活性は,培養法及び画分に関わらず著しく低い値であった。
⑥その他の特徴
MDH活性は,全ての菌株でミトコンドリア画分及び細胞質画分の両画分に存在した。
K‐701及び K‐901では,すべての培養法において,ミトコンドリア画分よりも細胞質画
分に若千高い比活性が見られた。これに対して,M■K1401‐8及びFKW A245では,静置
及び軟寒天培養では細胞質よりもミトコン ドリア画分の方が高く,逆に振盪及びバン
フル培養ではミトコンドリア画分よりも細胞質画分の方がやや高くなつていた。
またPDH活性が静置培養及び軟寒天培養における細胞質画分で比較的高い比活性が
認められた。ICDll及び SDHは低い活性を示す傾向が認められ,特に細胞質画分では
ICL活性はほとんど検出されない程度であった。
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図 3‐2 K‐701のミトコン ドリア画分における各酵素の比活性
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図 3‐8 FKW‐A245のミトコンドリア画分における各酵素の比活性
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332 培養液中の有機酸濃度
YM 5培地を用いた酵母の静置培養及び軟寒天培養では 24時間,振盪培養及びバッ
フル培養では16時間後の培養液の有機酸測定結果を表32～35に示した。
リンゴ酸生成量は,静置培養及び軟寒天培養で高く,それぞれ K‐701では50mル,
54mg/L,K‐901では48 myL,55mg/L,リンゴ酸高生成酵母 MTK1401‐8では 144
mJЪ,138mglL,もう一つのリンゴ酸高生成酵母FKW‐A245では78 mυL,96mg/L
であり,振盪培養及びバッフル培養に比べ著しく高かつた。
また,菌株間では静置培養及び軟寒天培養において,リンゴ酸高生成酵母である
MTK1401 8及び FKW‐4245は高いリンゴ酸生成量を示した。
その他の有機酸では,ビルビン酸,乳酸が軟寒天培養においてやや高くなる傾向を示
した。それ以外の有機酸は培養法,菌株間で顕著な差は認められなかつた。
‐方,リンゴ酸生成量とミトコンドリア画分及び細胞質画分のMDH活性の関係をそ
れぞれ図 3‐10,図3‐11に示した
ミトコンドリアのMDH活性との関係では以下のような結果であつた。すなわち,静
置培養及び軟寒天培養では,K‐701及びK901は同程度のRIDH活性と同程度のリンゴ
酸生成量を示した。4種の酵母菌株の中ではMけK14018の活性が最も高く,リンゴ酸
の生成量も最 も高い値を示 した。 しか し,FKW‐A245では,リンゴ酸生成量が
MTK1401‐8に次いで高い値を示したにもかかわらず,mH活性は4株中で最も低い
値を示した。
同様に,細胞質のMDH活性との関係では以下のような結果であつた。すなわち,こ
の場合も静置培養及び軟寒天培養において,K‐701,K901及びMTは同程度のMIDH活
性を示した。リンゴ酸生成量は K‐701とK901は同程度であったが,MTK1401 8のリ
ンゴ酸生成量は最も高い値を示した。 ‐方,FKW‐A245は,ミトコンドリアの場合と同
様に,リンゴ酸生成量はMTK1401‐8に次いで高い値を示したが,MDH活性は4株の
中で最も低い値を示した。
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表32 K701培養培地中の有機酸量(単位mノL)
ピル ビン酸 クエン酸 リンゴ酸
=Ln・
・ ピログル
タミン酸
3/\,&
19442
(1833)
1618
(061)
4974
(553)
760D
(336)
17789
(465)
14129
(4271)
15824
(77:)
11●,(
27071
(3889)
1378
(700)
5359
(294)
14860
(1322)
17991
(611)
15790
(2560)
23122
(2689)
161 57
(520)
1150
(052)
1490
(052)
11143
(530)
14950
(121)
7860
(288)
7327
(143)
,\y7)V 24903
(3425)
1820
(904)
1293
(091)
8433
(571)
1754フ
(1188)
20103
(1013)
18640
(799)
I,]
表 3‐3 K901培養培地中の有機酸量(単位mg/L)
ビル ビン酸 クエン酸 リンゴ酸 乳酸
ピログソレ
タミン酸
酢酸 =r\,&
22625
(854)
1570
(042)
4764
(582)
8527
(414)
17589
(983)
10791
(937)
13509
(1649)
'('|:'(
27052
(3431)
1888
(025)
5466
(136)
13377
(378)
17961
(107)
15676
(240)
20104
(593)
22527
(5,0)
1320
(070)
1867
(068)
12670
(642)
18097
(411)
13613
(734)
13887
(535)
バ ッフル
17089
(77!l)
1353
(217)
14H
(413)
9125
(1713)
17525
(645)
17444
(1359)
18267
(355)
【 ‐ ■ |・ 1
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表34 M■K1401‐8培養培地中の有機酸量(単位 mノL)
ピル ビン酸 ):':>f* リンゴ酸 幸L酸 ピログルタミン酸 m酸 3,'\, w
静置
15046
(2504)
1780
(353)
14432
(!234)
7692
(1423)
17674
(859)
lワ1 93
(4948)
15632
(1773)
軟寒天
27902
(1714)
1808
(157)
13807
(1368)
13815
(1001)
15948
(2726)
15782
(5114)
18628
(42 13)
振盪
18807
(3618)
1493
(042)
2163
(156)
14260
(961)
17567
(1089)
8327
(354)
12017
(451)
バ ッ フ フレ
21230
(2891)
1694
(197)
2099
(426)
12683
(2755)
17425
(632)
14344
(2823)
15645
(2454)
【||||1 1111111'】
表3‐5 FKW A245培養培地中の有機酸量(単位mプL)
Y tvY >& クエン酸 リンゴ酸 乳酸 ピログル
タミン酸
酢酸 3,'\, w
静置
26591
(H31)
1829
(108)
7805
(864)
10360
(263)
17702
(375)
181 75
(3722)
11806
(1438)
軟寒天
34296
(4238)
1918
(030)
9610
(1848)
18364
(1654)
17239
(1216)
26493
(3008)
12504
(l1 63)
20487
(2683)
1577
(091)
3247
(174)
20420
(1536)
1837フ
(501)
11943
(855)
7637
(894)
ノ｀ ッ フ ル
16069
(1181)
1469
(095)
1839
(1063)
13003
(5077)
18064
(487)
19905
(063)
6190
(1356)
114均値(標準偏差)】
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図 3‐10 ミトコンドリア画分のMDH活性とリンゴ酸生成量の関係
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3●●. 各種培菱法における培地中の溶存酸素
すべての培養法で,コントロール (酵母培養前)と比較して酵母培養後の溶存酸素濃
度は減少する結果となつた (デー タ省略)。 静置培養及び軟寒天培養は発酵に伴 う二酸
化炭素の影響で培地中の酸素濃度は減少すると考えられるが,振盪培養における溶存
酸素濃度の減少の理由は明らかではない。各コントロールと比較しても培養間で溶存酸
素濃度に大きな変化がみられなかつたことから,酵母のリンゴ酸生成に関連する酵素
の活性に対し,溶存酸素の影響は少ないと考えられた。ただし,溶存酸素は振盪を1「め
た瞬間から変化することから,この結果が酵母の酵素活性にどの程度影響しているか
は不明である。
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34 考察
以上の結果をふまえて,好気的あるいは嫌気的条件,さらにはリンゴ酸高生成酵母
M■K1401‐8及びFKW A245によるリンゴ酸生成に関して以下のように考察した。
341 好気的条件における各リンゴ酸生成経路の推察
十分な酸素が供給されている好気的条件下では,ミトコンドリア内 TCA回路の酸イヒ
的反応が促進される45■7ゝ 好気的条件下にある振盪及びバンフル培養では,静置及び軟
寒天培養に比べてリンゴ酸生成量の低下と酸化的反応のSDH活性が高くなる傾向がみ
られた。そのため好気的条件下にある振盪及びバッフル培養では,TCA回路の酸化的反
応が促進されている可能性が高く,それに伴うリンゴ酸からオキザロ酢酸への流れが
強まることから,リンゴ酸の蓄積が起こらないと考えられた (図312)。
duc曖
町蕊 __日h嗣
図312 ミトコンドリアTCA回路の酸化的反応経路
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342. 嫌気的条件における各リンゴ酸生成経路の推察
一方,ミトコンドリア画分において,嫌気的条件下にある静置及び軟寒天培養は,振
盪及びバッフル培養に比べて,リンゴ酸の生成量と還元的反応のRIDH活性がともに高
くなる結果を示した。嫌気的条件下では酵母のアルコール発酵が進み,炭酸ガスの発生
により,さらに培姜液は嫌気状態に置かれる。このように酸素が不足している状態では
ミトコンドリアの活性は低下する。TCA回路はアセチルCOAからの酸化的反応が促進
されず,ビルビン酸からオキザロ酢醜 そしてリンゴ酸への還元的反応が促進される
''“ヽそのため,嫌気的条件にある静置及び軟寒天培養では,TCA回路の還元的反応に伴
う DヽH活性の向上により多量のリンゴ酸が生成されたものと考えられた (図3‐13)。
また,細胞質画分におけるMDHもミトコンドリア画分と同様,振盪及びバッフル培
養に比べ,静置及び軟寒天培養で高い活性を示した。嫌気的条件に曝された酵母では,
ミトコンドリア内のTcA回路の流れが遼元的方向へ促進されるほか,細胞質に存在す
るNIDHの活性が高まるという報告がなされている''3"“、本研究においても,酸素不
足によるミトコンドリアの活性の低下に伴い,細胞質内にビルビン酸が蓄積すること
でオキザロ酢酸を経てリンゴ酸が生成する経路が活性化したのものと考えられた (図
3‐13)。
このことから,静置及び軟寒天培養 (嫌気的条件)にみられる多量のリンゴ酸生成は,
酵母のTCA回路の還元的反応,及び細胞質に存在する OヽHの活性化の両機構が関与し
ていることが示唆された。
*Pyrwate +, Eth.nol
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ミトコンドリアTCA回路の還元的反応経路と細胞質画分のMDH
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343 リンゴ酸高生成酵母のリンゴ酸生成経路の推察
① M■K1401■
リンゴ酸高生成酵母の 一つであるM■K!401‐8は,静置及び軟寒天培養の嫌気的条件
において,リンゴ酸生成量が最も高く,細胞質,ミトコンドリアの両画分の MDH活性
も最も高い値を示した。また,MDH以外の酵素群である lCDH,SDH,ICLの活性は,
K701やK‐901と比較しても大差は認められなかつた。これらのことから,M■K1401‐8
は,嫌気的条件下でK701及び K‐901以上に細胞質,ミトコンドリアの両画分のMDH
の活性が高まっている可能性が考えられた。また細胞質,ミトコンドリアの両画分を比
較した結果,ミトコンドリア画分にMIDHの高い比活性が認められたことから,本酵母
のリンゴ酸生成は,特にミトコンドリアの還元的反応による影響が大きいと考えられ
た (図3‐14)。
*
Pyrwate +, Eth.nol
cytopbsm
図3 14 MIK1401 8で予想されるリンゴ酸生成経路 (嫌気条件)
(特にミトコンドリア内のMDH活性が高い)
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② FKW A245
もう一つのリンゴ酸高生成酵母である n"昨″ 45は,他の酵母と同様,好気的条件
に比べて嫌気的条件で高いMDH活性を示 した。またMDH活性はMTK1401‐8と同
様にミトコンドリアに由来するMDHの割合が大きいものと推察された。
その一方で,FKW A245はMTK1401‐8に次いで多量のリンゴ酸を生成しているに
も関わらず,ミトコンドリア,細胞質のそれぞれから抽出 。調製したMDH活性は他の
酵母と比べて低い値であった。このため,本酵母は嫌気的条件においてMDH以外の酵
素が関与している可能性が考えられ,リンゴ酸生成機構は他の3つの酵母とは異なると
推察しているが,その生成機構の解明にはさらなる検討が必要であると考えている。
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要約
清酒用きょうかい酵母 (K‐701,K‐∞1)及び リンゴ酸高生成酵母 (MTK1401‐8,
FKW A245)について,培養法 (静置培養,軟寒天培養,振盪培養,パッフル培養)ご
とにおけるリンゴ酸生成に関連する酵素の活性,及び有機酸生成量について検討した。
酵素活性は,ミトコンドリア画分及び細胞質画分について測定し,その結果を基に酵母
のリンゴ酸生成機構について考察した。それらの結果を以下に要約する。
1 培養法で比較すると,すべての酵母菌株で,また,ミトコンドリア,細胞質の両画分
において,振盪培養及びバッフル培養の好気的条件よりも静置培養及び軟寒天培養
の嫌気的条件で,リンゴ酸の高生成及びMDHの高い活性が見られた。
2 MDH活性は,全ての菌株に,また,ミトコンドリア,細胞質の両画分に存在した。
K701及びK‐901では,すべての培養法において,ミトコンドリア画分よりも細胞質
画分に若千高い MDHの比活性が見られた。 これに対 して,MTK1401‐8及び
剛 ‐A245では,静置培養及び軟寒天培養では細胞質よりもミトコンドリア画分で
高く,逆に振盪培養及びバッフル培養ではミトコンドリアよりも細胞質画分でやや
高かつた。
3 リンゴ酸の生成に関し,好気的条件ではTCA回路の酸化的反応の促進に伴いリン
ゴ酸が減少し,嫌気的条件ではTCA回路の還元的反応,及び細胞質のMDHを介す
る経路の活性化によリリンゴ酸が増大したと考えられた。
4 リンゴ酸高生成酵母であるMTK1401‐8は,他の酵母と比較して嫌気的条件で最も
多量のリンゴ酸の生成と,ミトコンドリア,細胞質の両画分で高いMDH活性を示し
た。また,ミトコンドリア画分で最も高いMDH活性を示したことから,本酵母はき
ょうかい酵母に比べてL記3)の嫌気的条件でのMDHの活性化,特にミトコンドリア
画分のMDHで促進する経路が活性化しているものと考えられた。
5 もう一つのリンゴ酸高生成酵母であるn"r蛇45は,嫌気的条件でMTK1401 8
に次いで多量のリンゴ酸を生成したが,他3種の酵母と比較してMDHは低い活性を
示した。このことから,本酵母はTCA回路及び細胞質のMDH以外に,他のリンゴ
酸生成経路が存在する可能性が考えられた。
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まとめ
第1章
清酒の多様化を目的に,3株のリンゴ酸高生成酵母を選抜した。3株は,きょうかい酵
母 14号の泡なし(K1401)株の自然誘発によるシクロヘキシミド耐性株(A株),石川県内
の酒造企業の酒蔵から採取した清酒もろみ85種類(1 7tlll株)の中から選抜した株(B株),
きょうかい酵母9号の泡なし(K‐901)株とワイン酵母(OC‐2)との細胞融合株(C株)であっ
た。選抜酵母3株を用いて総米500gの清酒の小仕込試験を行つた結果,いずれの酵母
も対照のに9と比較して,リンゴ酸を15～2倍多く生成した。また,仕込量を拡大して
総米3kgの試験醸造を汲水歩合 130%と120%で行つた結果,アルコール発酵能の低下
がなく,リンゴ酸高生成に関して500gと同様な傾向を示した。具体的には,A株を用い
た場合,清酒中のリンゴ酸量は汲水歩合 130%,120%でK‐9のそれぞれ約2倍,約14
倍高い値を示した。A株の発酵力はいずれの汲水歩合でもKつと同等以上で,同株で日
本酒度プラスの清酒を製造することができた。一方,汲水歩合 120%でB株及びC株を
用いた場合,汲水歩合 130%の場合よりも味が濃醇で評価も比較的良好であった。また,
B株及びC株の発酵力は,K・9に比較してもろみ発酵後期に弱く,もろみ日数が長くなっ
たが,最終的に約 18%のアルコールを生成した。汲水歩合 120%でB株あるいは C株
を用いた試醸酒は,日本酒度マイナスで【9に比較して酸度が高く濃醇な味わいとなつ
た。これらのことから選抜酵母各3株と汲水歩合との組み合わせで味の幅を,特に酸味
の幅を広げることができた。
第2章
清酒醸造では小仕込みと実際の醸造において製成酒の成分含量,特に有機酸含量が
変化することが多いことは従来から指摘されていたが,これまでに定量的にまとめた
報告がなかった。そこで,本章では小仕込みの結果と実際の醸造の結果を相似させるこ
とを目的として,小仕込みにおける仕込み容器の容量や形状,仕込み総量を変化させる
ことによる製成酒の成分含量の変化について検討した。その結果,さまざまな形状の容
器やシリンダーを用いて総米 1∞gの小仕込み試験を行つた結果,容器の空間高さ・体
積, もろみ表面積の値が大きくなるほどリンゴ酸,乳酸が減少, コハク酸が増加 した。
もろみ高さはそれらと逆の傾向を示した。なかでも、もろみ表面積は強い影響を与えた。
また,同一容器を用いて総米 1∞3m化,31Klg,41Xlgの小仕込み試験を行った結果,空間
体積・高さが大きくなるとリンゴ酸,撃L酸が減少し,コハク酸が増加した。もろみ高さ・
体積はそれらと逆の傾向を示した。製成酒のリンゴ酸,コハク酸.乳酸の含量は仕込み
容器の容器空間の違いに影響されることが明ら力ヽ こなった。
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第3章
4種の酵母を用いて培養法を変えて,リンゴ酸生成に関連する酵素の活性,及び有機
酸量について検討した。また,酵素活性についてはミトコンドリア画分及び細胞質画分
における比活性の比較を行い,酵母のリンゴ酸生成機構について検討した。その結果,
培養法で比較すると,静置及び軟寒天培養の嫌気的条件では多量の リンゴ酸生成と
MDHの高い活性が認められた。一方,振盪及びバッフル培養の好気的条件では,リンゴ
酸生成量,NOH活性ともに嫌気的条件の 1′2程度またはそれ以下であつた。このことか
ら好気的条件下では TCA回路の酸化的反応の促進に伴いリンゴ酸生成量は減少し,逆
に嫌気的条件ではTCA回路の還元的反応,及び細胞質のMDHを介する両経路の活性化
によリリンゴ酸生成量が増大 した と考えられた。 リンゴ酸高生成酵母である
M■K1401‐8は,嫌気的条件下で他の酵母よりも高いリンゴ酸生成量を示し,ミトコン
ドリア及び細胞質の両画分によるMDHでも高い活性を示した。とりわけミトコンドリ
ア画分で最も高いMDHの比活性が確認されたことから,本酵母は特にミトコンドリア
でのオキザロ酢酸からリンゴ酸への還元的反応に関与するMDH活性が他の酵母に比ベ
て高まっているものと考えられた。もう一つのリンゴ酸高生成酵母FKW A245は,嫌気
的条件でM■K14018に次いで多量のリンゴ酸を生成したが,他の3種の酵母と比較し
てMDHは低い活性を示した。このことから,本酵母はTCA回路及び細胞質のMDH以
外に,他のリンゴ酸生成経路が存在する可能性が考えられた。
本研究では,清酒の呈味性に深く影響を与える有機酸,特にさわやかな呈味性で評価
の高いリンゴ酸の生成について,清酒酵母及びそれを取り巻く影響因子について検討
した。その結果,リンゴ酸を多く生成する酵母を取得するとともに,きょうかい酵母
(K701,(901)との酵素活性の比較から,リンゴ酸生成量の増大は,主にミトコンドリ
ア及び細胞質に存在するMDH活性の増大によることがわかつた。また,小仕込み試験
でリンゴ酸を高めるための条件を見出した。これらは,清酒製造において,酸の制御や
酸味を中心とした多様化する酒質設計に大きく貢献できるものと考えている。
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